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P53  is at  the  center of  the  control  systems  that mediate  the  response  to DNA damage, 
leading to cell cycle arrest or apoptosis.  Virus infection can cause a DNA damage response 
through  virus  replication  intermediates,  but many  viruses  have  evolved mechanisms  to 
interfere with  this  response. The adenovirus  type 5 E1B‐55 kDa oncoprotein has  several 
known functions during the viral life cycle, but it is mostly known for its ability to bind and 
inactivate the tumor suppressor p53. Together with another viral protein, E4orf6, E1B‐55 
kDa  joins an E3 ubiquitin  ligase complex and marks p53  for proteasomal degradation.  In 
the  absence  of  viral  binding  partners,  E1B‐55  kDa  forms  cytoplasmic  clusters  and 
sequesters p53  to  them.  Interestingly, E1B‐55 kDa and p53 are each  capable of  forming 
oligomers. We mapped the oligomerization domain of E1B‐55 kDa to the central portion of 
the protein. Disturbing E1B‐55 kDa self‐association by point mutations at residues 285/286 
or  307  not  only  impairs  its  intracellular  localization  to  the  cytoplasmic  clusters,  but  in 
addition  its  association with  p53.  Strikingly,  tetramerization  of  p53  is  also  required  for 
efficient  association  with  E1B‐55  kDa.  Moreover,  two  different  E1B‐55  kDa  mutants 
defective  for p53 binding but proficient  for oligomerization  can  trans‐complement  each 
other  for  p53  relocalization.  We  propose  that  the  homo‐oligomerization  of  each 




































































































































P53  is at the centre of the DNA damage sensory system.  Its activation can  induce different 
cell fates depending on input signals. The p53 protein is maintained at low levels in the cells 
because of  its active degradation by  the proteasome, mediated by  the E3 ubiquitin  ligase 
MDM2. In response to various forms of stress,  like DNA strand breaks,  ionizing radiation or 
UV induced damage, p53 is stabilized by protein–protein interactions and post‐translational 





Figure 1. p53  signalling.  In  response  to different  stimuli p53 accumulates and binds  to number of 




p53  is  a  transcription  factor.  It  has  a  sequence‐specific  DNA‐binding  activity  and  the 
potential to induce the expression of a large number of genes. Between 500 and 1600 genes 
have been  shown  to contain p53‐binding  sequences and  to  respond  to p53  (Cawley et al, 
2004;  Wei  et  al,  2006).  p53  binds  to  the  promoter  regions  and  then  recruits  general 




of chromatin  to  the  transcriptional apparatus  (Liu et al, 1999). P53 binding can have both 
enhancing as well as repressing outcome. The differences in the sequence and spacing of the 
p53‐binding  sites,  the  overall  levels  and  post‐translational modifications  of  p53  and  the 
presence or absence of transcriptional cofactors can all contribute to promoter selection and 
choice of response.  
P53  can  induce different  cell  fates.  Therefore, pathways which  induce  cells  to  commit  to 
either survival or cell death were investigated. Interestingly, it was found that p53 binds with 
high affinity to response elements found in cell cycle arrest gene promoters and with lower 
affinity  to  the  response  elements  located  in  apoptosis  related  genes  (Qian  et  al,  2002). 
Moreover, phosphorylation of p53 on serine 46 has been shown to contribute specifically to 








genotoxic  stress, p53  induces p21. P21  inhibits  cyclin‐dependent  kinases,  resulting  in pRB 
hypophosphorylation  and  subsequent G1/S  arrest. Moreover,  it  binds  to  the  Proliferating 
Cell  Nuclear  Antigen  (PCNA)  and  prevents  the  elongation  step  in  the  DNA  replication, 
blocking  cells  at  the  S‐phase  of  the  cell  cycle  (Stewart &  Pietenpol,  2001).  P53  can  also 
control  G2/M  arrest  via  GADD45  and  14‐3‐3σ  (Chan  et  al,  1999;  Wang  et  al,  1999). 
Moreover,  p53  can  regulate  the Adenomatous  Polyposis  of  the Colon  (APC)  gene. APC  is 
involved  in  the  cell  cycle  control,  chromosome  segregation, mitotic  spindle  assembly,  cell 
migration,  cell  adhesion  and  apoptosis.  The  phosphorylation  status  of  p53  governs  the 
transcription of APC (Jaiswal & Narayan, 2001). Interestingly, p53 can also protect cells from 








and  DR5  death  receptors  located  at  the  plasma membrane,  and  so  control  the  extrinsic 
apoptosis pathway (Liu et al, 2004; Muller et al, 1998; Sheikh et al, 1998). However, it seems 
mostly  the  intrinsic  pathway  that  utilizes  p53  induced  responses.  One  of  the  first  pro‐
apoptotic  genes  characterized  was  BAX.  It  is  a  Bcl‐2  family  member,  p53  binds  to  its 





P53  also  induces  apoptosis  by  promoting  oxidative  degradation  of  mitochondrial 
components  through up‐regulation of pro‐oxidative genes,  such as PIG‐3 and PIG‐6. PIG‐3 
encodes  a  protein  homologous  to  NADPH‐quinone  oxidoreductase,  an  enzyme  that 
generates reactive oxygen species (Polyak et al, 1997). 







pathway,  which  in  turn  increases  autophagy  (Feng  et  al,  2007).  Cellular  autophagy  is  a 
process  involving  lysosomal  degradation  of  cytoplasmic  organelles.  Interestingly,  it  has 
recently  been  shown,  that  p53  regulates  the  transcription  of  some microRNAs.  They  are 
small  non‐coding  RNAs  which  bind  the  3’‐UTRs  of  partially  complementary  mRNAs  and 












40)  and  TAD2  (residues  41‐67).  TAD1  is  necessary  to  induce  cell  cycle  arrest  but  not 












mainly  for DNA  interactions.  P53  recognizes  the  half‐decamer DNA  consensus  sequences 
RRRC(A/T)(A/T)GYYY, where R stand for purine and Y for pyrimidine, which are separated by 
a 0‐13 bp spacer. The spacer size affects the affinity of the p53 for target promoter sequence 








The  oligomerization  domain  (residues  323–363)  allows  p53  to  form  tetramers.  The  p53 
monomer  is V‐shaped,  it  comprises an alfa‐helix and a beta‐strand  linked  in a  sharp  turn. 
Two  monomers  associate  via  a  beta‐strand  anti‐parallel  double  sheet,  the  tetramer  is 
formed by subsequent dimmers with helix‐helix interactions (Fig. 3). The oligomers are held 
together  largely  by  hydrophobic  interactions  (Chene,  2001;  Harms  &  Chen,  2006). 
Interestingly,  an  additional  basic  domain  can  be  found  at  the  extreme  C‐terminus  end 
(residues 363–393). It can both positively and negatively regulate p53. It binds DNA in a non‐
specific  manner  and  increases  DNA  bending  (Nagaich  et  al,  1999).  This  domain  is  also 







P53  is  only  active  in  a  tetrameric  state, with  regard  to  transcriptional  activity  and  tumor 
suppression, as it recognizes and binds specific consensus sequences in a tetramerized form. 
Although  p53 monomers  can  bind  to  the DNA  and  stimulate  transcription  under  specific 
circumstances, the affinity of this binding is much weaker (Balagurumoorthy et al, 1995). 
P53  tetramerization  is  also  important  for many  protein‐protein  interactions.  Some  of  the 
interactions map directly to the oligomerization domain: binding for casein kinase 2 (Gotz et 
al,  1999),  or  the  Ca2+‐dependnet  protein  kinase  C  (Delphin  et  al,  1997).  Alternatively, 
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proteins  bind  efficiently  only  to  tetrameric  p53.  The Mdm2  oncoprotein  binds  p53  and 
mediates its ubiquitination, marking p53 for degradation (Haupt et al, 1997; Kubbutat et al, 
1997).  Although  the  direct  Mdm2/p53  interaction  has  been  mapped  to  the  N‐terminal 
portion of p53 (Lin et al, 1994), the oligomerization domain of p53 enhances the interaction 
of  the  two  proteins  and  p53  degradation.  Only  high Mdm2  concentrations  allowed  the 
degradation of monomeric p53 (Kubbutat et al, 1998). Many viral proteins also interact with 
p53, especially oncogenes from the family of small DNA tumor viruses. The  large T‐antigen 
protein  from  the  simian  vacuolizing  virus  (SV40)  is  forms  oligomeric  structures.  Large  T‐
antigen oligomerization is essential for the proper T‐antigen/p53 interaction. Moreover, p53 
oligomerization  is required for the effective T‐antigen/p53 binding (Montenarh et al, 1986; 
Tack et al, 1989).  Interestingly, also  the E2 oncogene  from  the human papilloma virus can 
bind  to  p53.  The  dimerization  region  of  E2  is  important  for  this  interaction,  and  p53 
oligomerization mutants are defective for the E2/p53 interaction (Massimi et al, 1999). The 
requirement  for  tetramerization  of  p53  in  protein‐protein  interactions  raises  a  possibility 
that  these  interactions often  rely on  the  ability of both  component  to homo‐oligomerize. 











present  in  the  terminal  repeat  (inverted  terminal  repeat:  ITR).  The  adenovirus  genes  are 
subdivided  into  early  genes  (five  transcript  units:  E1A,  E1B,  E2,  E3,  and  E4),  which  are 
expressed before  the onset of  the viral DNA  replication,  intermediate genes  (IX and  IVa2), 
expressed  at  intermediate  times  in  infection,  and  late  genes  (one  late  unit  processed  to 
generate  five  families of  late mRNAs: L1‐L5), which are  transcribed after replication of  the 
20 
 
adenovirus DNA has  started. The  chromosome  carries also one or  two  (depending on  the 
serotype) virus‐associated (VA) genes (Flint, 1999). 
Early  region E1 contains genes  involved  in  the cell  transformation and  in  the regulation of 
transcription.  E1A  unit  encodes  three  proteins  that  activate  transcription  and  induce  the 
host cell to enter the S phase of the cell cycle; E1B region encodes two proteins that block 










In adenovirus  infected cells, E1B‐55 kDa  is mostly  found  together with another early gene 
product‐E4orf6 (Sarnow et al, 1984). E1B‐55 kDa requires E4orf6 for  its nuclear  localization 
(Goodrum et al, 1996). Moreover,  these  two proteins have been  shown  to accelerate  the 
proteolytic degradation of p53. E1B‐55 kDa/E4orf6 can be found together in high molecular 
mass complexes, which were shown to posses E3 ligase activity. They contain a Cullin family 





E1B‐55  kDa  is  its  importance  in  the  late  viral mRNA  export  and  host mRNA  inhibition. 
Together with E4orf6, it is essential for these processes. When either of the two proteins is 









E1B‐55 kDa  is expressed early during viral  infection and has multiple  functions  in the virus 
life cycle. E1B‐55 kDa  importance  first came  into attention, when  it was  found  that  it can 
bind  to  p53  (Sarnow  et  al,  1982),  neutralizes  its  activity  and,  as  a  result,  blocks  p53‐
dependent cell cycle arrest and apoptosis. E1B‐55 kDa seems to utilize several mechanisms 
to  accomplish  this.  E1B‐55  kDa  mostly  localizes  to  cluster‐shaped  aggregates  in  the 
cytoplasm that were reported to represent aggresomes by some groups (Liu et al, 2005) but 
found distinct from aggresomes by others (Zhao & Liao, 2003).  p53 is found in these clusters 
together  with  E1B‐55  kDa  (Blair  Zajdel  &  Blair,  1988;  Zantema  et  al,  1985).  However, 
relocalization  is not enough  to  inhibit p53  transactivating properties.  Instead, E1B‐55  kDa 
inhibits  transcriptional activation of p53  through a direct  interaction  (Grand et al, 1995a). 
Several studies have shown that E1B‐55 kDa carries a transcription repression domain that 
can  be  tethered  to  other  proteins  and  in  this  way  changes  them  from  activators  to 
repressors. This activity requires a cellular corepressor that has so far eluded  identification 










The  adenovirus  genome  is  present  as  a  linear  double  stranded  DNA, which  is  sensed  as 
double‐strand  breaks  by  the  host  cells.  Together with  the  replication  intermediates,  this 
activates  the  cellular DNA  damage  response  and  the  non‐homologous  end‐joining  (NHEJ) 
process. The Mre11/Rad50/Nbs1 (MRN) complex is responsible for DNA double strand break 
repair.  Its  action  leads  to  a  covalent  end  joining  of  the  viral  genome,  resulting  in  viral 
concatemerization.  This,  in  turn,  disturbs  the  viral  replication  and,  later  on,  the  efficient 
packaging  of  the  viral  genome  into  the  capsid  (Hearing  et  al,  1987;  Rawlins  et  al,  1984). 
Degradation of the complex in an E1B‐55 kDa/E4orf6 dependent manner avoids this, thereby 
supporting  the  viral  life  cycle  (Stracker  et  al,  2002).  Interestingly,  the  E1B‐55  kDa/E4orf6 
complex can  target  for degradation also other proteins  important  in downstream steps of 
NHEJ. The DNA  ligase  IV  is necessary for the concatenation reaction  itself. Adenovirus uses 




deleted Ad,  they are phosphorylated and  they accumulate  in  the virus  replication  centres 
(Carson et al, 2003). This accumulation  is dependent on  the availability of NBS1, which  in 
wild type infected cells is depredated, avoiding kinase activation (Lee & Paull, 2005). 






E1B‐55  kDa/E4orf6  complex  formation  and  its  ubiquitin  ligase  activity  (Blanchette  et  al, 






transport  (Flint et  al, 2005).  Interestingly,  the E1B‐55  kDa protein has  a homology with  a 
family of RNA –binding proteins. Although E1B‐55 kDa  can bind RNA  in a weak  fashion  in 
vitro, no specificity was observed for binding either the host cell or the viral mRNA (Horridge 
& Leppard, 1998). Mutants  lacking E1B‐55 kDa express a conditional phenotype. Elevating 
the  temperature  and  infecting  cells  in  the  S  phase  of  the  cell  cycle  can  rescue  the  late 
functions of the E1B‐55 kDa (Goodrum & Ornelles, 1998; Goodrum & Ornelles, 1999; Harada 
& Berk, 1999). This suggests that cellular proteins are important to sustain these adenoviral 









The  role of E1B‐55 kDa  in  transformation  is not yet entirely clear. E1B‐55kDa seems  to be 




55 kDa domains required  for  the  transformation are encoded within several patches of  its 
primary sequence, including several clustered cysteine and histidine residues, some of which 
match  the  consensus  for  zinc  fingers.  In  addition,  two  amino‐acid  substitutions 









this  function  is  connected  to  efficient  viral  growth.    It was  observed  that  for  a  ∆E1B‐55 
adenovirus mutant  (ONYX015),  replication was  restricted  in  cells  expressing wt  p53,  but 
efficient  in  cells with mutant or  absent p53  (Bischoff et  al, 1996). ONYX015  can  replicate 
efficiently in tumour cells but not in primary cells. This led to the hypothesis that E1B‐55 kDa 
deleted  virus  could  potentially  be  used  as  an  oncolytic  therapeutic  agent.  This  approach 
worked quite successfully  in animals as well as  later  in patients, especially  in trials to treat 





tumour  supports  the  late  RNA  export.  As  mentioned  before,  RNA  export  functions  in 
ONYX015  infected  cells  can  be  rescued  by  a  heat  shock.  In  many  tumours,  pathways 
connected  to  heat  shock  proteins  are  deregulated,  which  may  explain  the  replication 






and  transformed cells. These seem  to  represent aggresomes  (Liu et al, 2005). Aggresomes 
are cytoplasmic inclusion bodies that accumulate mis‐ or unfolded proteins, along with other 
proteins marked for degradation (Kopito, 2000). They are enriched in heat shock protein 70, 




structures  together  with  E1B‐55  kDa.  Interestingly,  also  Cul5, member  of  the  ubiquiting 
ligase  complex,  localizes  to  the  same  structures  (Liu et  al, 2005; Ornelles &  Shenk, 1991; 
25 
 
Zantema et al, 1985). Enrichment of  these proteins  in aggresomes allows  for an  increased 





kDa  until  now.  Ad5  E1B‐55  kDa  sequence  analysis  identified  a  sumoylation  site  at  the 
position K104.  SUMO‐1  is  a  small ubiquitin‐like modifier  that  can be  conjugated  to many 
cellular  proteins  though  its  carboxy‐terminal  glycine  residue.  It  has  been  reported  that 
SUMO‐1 can modify the E1B‐55 kDa lysine residue at position 104 and that this modification 
is required for the transforming functions of the oncoprotein (Endter et al, 2001). Moreover, 




490  and  491  as  well  as  threonine  at  position  495  have  been  shown  to  be  essential  in 
transforming and transcriptional repression activities of the E1B‐55 kDa oncoprotein. While 
the  double  mutant  S490/S491A  still  binds  p53,  it  is  no  longer  able  to  repress  p53 
transcriptional activation. Moreover, it seems that other E1B‐55 kDa functions, like the late 





Until now, not much structural data  is available  for E1B‐55 kDa, although some  functional 
domains of E1B‐55 kDa have been characterised (Fig. 5). Early studies suggested that it is of 
nonglobular  shape,  with  an  elongated  structure. Moreover,  a  purified  protein  can  form 
dimers or even tetramers (Grand et al, 1995b; Martin & Berk, 1998). To better understand 




The  E1B‐55  kDa  oncoprotein  is  a  well‐conserved  protein  across  different  adenovirus 
serotypes.  The  homology  is  least  marked  at  the  amino‐terminal  region.  Interestingly,  a 
nuclear export signal (NES)  lies within the first 100 amino acids.  It  is well conserved within 
groups B, C, D and E, but not in A and F. This seems to correlate with the fact that the Ad12 
E1B‐55  kDa  (group  A)  localizes  predominantly  to  the  nucleus, while  the  Ad5  E1B‐55  kDa 
(group C) can be found in majority within the cytoplasmic clusters (Blackford & Grand, 2009). 
E1B‐55 kDa has been shown to have a weak RNA‐binding activity which maps to a region of 
the protein with  the homology  to  a  family of RNA‐binding proteins  (Horridge &  Leppard, 
1998). This domain within the central portion of E1B‐55 kDa seems to be important for most 




Extensive  mutational  analysis  of  E1B‐55,  led  to  the  discovery  of  separation‐of‐function 
mutants.  E1B  R240A  cannot  bind  and  relocalize  p53,  although  it  forms  the  cytoplasmic 
speckles. Furthermore, it did not induce degradation of p53, although the MRN complex and 
the DNA ligase IV degradation are intact. The interaction with the DNA ligase IV and the MRN 
complex occur  in different E1B‐55  kDa domains, although  they are both  important  in  the 
dsDNA  damage  pathway.  Insertions  at  position  H354  abrogate  degradation  of  the MRN 
complex  but  not  of DNA  ligase  IV  (Schwartz  et  al,  2008;  Shen  et  al,  2001).  These  results 
showed  that  E1B‐55  kDa  binding  partners  use  different  regions  on  E1B‐55  kDa  for  the 
interactions. 
As  described  above,  the  C‐terminal  region  of  E1B‐55  kDa  is  also  essential  for  its  proper 
localization and functioning due to its phosphorylated residues. 
 






Previously, we  found  that  E1B‐55  kDa  forms  SDS  resistant  protein  adducts  and  that  the 
central  domain  of  E1B‐55  kDa  is  necessary  for  their  formation  (Master  thesis Morawska, 
2007). The aim of my study was to investigate possible functional implications of these high 
molecular weight  (HMW)  complexes.  In  the  course of  the  study,  I discovered  that E1B‐55 
kDa can  form homo‐oligomers  in the cellular context.  I  investigated the role of the central 
portion  of  the  protein  in  the  oligomerization,  and  the  requirement  of  E1B‐55  kDa 
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Potassium chloride            Roth 
Potassium‐dihydrogen‐phosphate        Roth 
Rotiphorese Gel 30 (30% Acrylamid–Lösung)     Roth 
Silver nitrate               Roth  
SDS (Sodiumdodecylsulfat)           BioRad 
Sodium acetate             Roth 
Sodium azide              Applichem 
Sodium carbonate             Roth 
Sodium chloride             Roth 
Sodium dihydrogenphosphate         Roth 
Sodium hydrogencarbonate          Roth 
31 
 
TEMED (N,N,N´,N´‐Tetramethylendiamin)      Roth 
Tripton              Roth 
Tris                 Roth 
Triton x‐100               Applichem 
Tween 20               AppliChem 
Urea                 Roth 
Yeast Extract              Fluka 
2.1.4 Consumable Materials 
12‐well Cell culture plates           Greiner 
24‐well Cell culture plates     Greiner 
Cell culture flask (175 cm2, 75 cm2)        Greiner 
4 well ChamberSlides           NUNC 
Coverslips              Hounisen 
Filter tips, Biosphere            Sarstedt 
Gel‐Blotting‐Paper GB002 (Whatman‐Papier)     Schleicher & Schuell 
Gloves, „Safe Skin PFE“           Kimberly Clark 
Nitrocellulose Protran Transfer Membrane BA83     Schleicher & Schuell 
PCR‐tubes (200 μl)             Sarstedt 
Pipette tips „Tip One“           StarLab 
Pipettes, sterile (5ml, 10ml und 25ml),       Sarstedt 
Tube (1,5 ml/2 ml)             Sarstedt 
Tube 15ml, 120x17mm, sterile         Sarstedt 
Tube 50ml, 114x28mm, sterile         Sarstedt 







Sustained  in  DMEM  supplied  with:  10  μg/ml  Ciprofloxacin,  50  U/ml  Penicillin,  50  μg/ml 
Streptomycin, 2 μg/ml Tetracycline, 10% FCS, 200 μM L‐Glutamine. 
2.1.6 Equipment 
Biological Safety Cabinet „Hera Safe“       Heraeus Instruments 
Counting Chamber (Neubauer)         Brand 
Developing Machine „Optimax X‐Ray Film Processor“   Protec Medizintechnik 
Freezers –20° C             Liebherr 
Freezers ‐80°C „Hera freeze“         Heraeus Instruments 
Heating Block „Thermomixer comfort“       Eppendorf 
Incubator (Cellculture) „Hera Cell 150“       Heraeus Instruments 
Magnet stirrer „MR 3001“           Heidolph Instruments 
Megafug 1.0R  4°C            Heraeus Instruments 
Microscope „HBO 100“          Karl Zeiss 
Microscope Hund Wetzlar „Wilovert LL“       Helmut Hund 
Mini‐centrifuge Model GMC‐060         LMS Laboratory & Medical 
pH‐meter „CG 832“             Schott 





Refrigerators 4°C „profi line“         Liebherr 
SDS‐PAGE‐Chamber „MiniVE“         Amersham Biosciences 
Shaker „Rocky“             Schütt  Labortechnik 
Spectrophotometer „NanoDrop ® ND‐100“      Peqlab Biotechnologie 
Table‐centrifuge Type 5415R         Eppendorf 
T‐Personal (PCR‐maschine)           Biometra 
Vortex‐mixer „Vortex Genie 2“         Scientific Industries 
Weighing Machine             Sartorius 
Western Blot Chamber for Semidry Blotting     Harnischmacher 
X‐Ray Cassettes 13x18cm           Rego X‐Ray 
2.1.7 Kits and Reagents 
dNTP‐Mix, 20mM             BioBudget 
Fluorescent Mounting Medium        Dako Cytomation 
GeneRuler 1kb DNA Ladder Mix         Fermentas 
Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent     Invitrogen 
PageRuler Prestained Protein Ladder       Fermentas 
peqGOLD® Plasmid Miniprep Kit I (Classic Line)     Peqlab Biotechnologie 
peqGOLD® Plasmid Miniprep Kit II (Classic Line)     Peqlab Biotechnologie 
Invisorb Spin Plasmid Mini Two        Invitek 
Protein A sepharose ™ CL‐4B         GE Healthcare 
Protein G sepharose             GE Healthcare 
PfuUltra™ High‐Fidelity DNA polymerase       Stratagene 
QIAquick® PCR Purification Kit         Qiagen 




Taq‐Buffer (NH4)2SO4 and 25 mM MgCl2       Fermentas 
















− HA‐tagged  Ad5  E1B‐55kDa  Del  245‐296,  HA‐tagged  Ad5  E1B‐55kDa  Stop396  and 
MYC‐tagged Ad5 E1B‐55 kDa (Morawska Msc Thesis, 2007). 





































































Ciprofloxacin (Ciprobay®)           Bayer 
Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM)     GibcoBRL 
Fetal calf serum, FCS            GibcoBRL 
L‐Glutamin               GibcoBRL 
Penizillin/Streptomyzin           GibcoBRL 
Tetracyclin               GibcoBRL 
































5 min  at max  speed.  The pellet was  thoroughly  re‐suspended with 250 µl  Solution  I.  The 
suspension was mixed with 250 µl Solution  II  in order  to  lyse  the bacteria and  inverted 4 
times  to mix and  incubated  for 2‐5 min at RT. To neutralize mixture 350 µl of Solution  III 
were  added, mixed  by  inversion  and  immediately  centrifuged  10 min  at max  speed.  The 
supernatant was transferred  into a column supplied with a collection tube and centrifuged 























with ethidium bromide  (from a solution stock of 10 mg/ml,  to a  final concentration of 0,5 
μg/ml). DNA samples were diluted with 6x Loading Buffer (Fermentas) and  loaded  into the 
wells. Electrophoresis was performed by applying an electric field across the gel inducing the 
DNA migration.  The  gel was  examined  using  a  transilluminator  at  254nm  and  a  Polaroid 
picture was taken.  
2.2.1.5 Ligation 
Ligations  were  performed  using  50‐100  ng  of  vector  with  triple molar  excess  of  insert. 
Reactions were performed in presence of ATP and 2 Units of T4 DNA ligase in a total volume 
of 20 μl for 2 hours at room temperature or overnight at 16°C. To  inactivate the  ligase and 





The  polymerase  chain  reaction  (PCR)  is  a  method  for  oligonucleotide  primer‐directed 
enzymatic  amplification  of  a  specific  DNA  sequence  of  interest.  The  PCR  product  was 
amplified  from  the  100ng  DNA  template  using  a  thermostable  DNA  polymerase  from 
Thermus aquaticus  (Taq DNA polymerase)  (reaction mix, Table 5) and using an automated 
thermal cycler to put the reaction through 25 cycles of denaturing, annealing of primers, and 
elongation  (Table  6).  Primer  used  for  different  reactions  (Table  5). After  amplification  by 
















  temperature  time  Cycle 
heat up the lid to 99°C 
1  95°C  2min   
2  95°C  30sec   
3  55°C  30sec   
4  72°C  1 min  go to step 2: 25x 












Site  directed mutagenesis  is  a  PCR  based method  to  introduce  desirable mutation  into  a 
plasmid  DNA  sequence  using  especially  designed  oligonucleotides  caring  the  desired 
mutation. During  the  first  cycle  of  primer  –DNA  binding,  the mis‐matches  (mutation)  are 
introduced  into  the  plasmid  template.  After  successive  cycles,  the  amount  of  the 
mutagenized  plasmid will  grow  exponentially. Moreover,  to  eliminate  the  template DNA, 
enzymatic digestion with DpnI restriction enzyme is performed as it cleaves only methylated 















1  95°C  2 min   
2  95°C  30 sec   
3  50°C  30 sec   
4  68°C  17 min  go to step 2: 19x 
5  12°C  pause   


















µl  of  cells,  and  transferred  to  the  pre‐cooled  electroporation  cuevette.  The mixture was 
electroporated with a pulse at 1,7  kV , 200 Ω, 25 μF. Then cells were supplied with 200 µl 2x 
LB  medium,  added  onto  2xLB/ampicillin  (50mg/ml)  pre‐warmed  plates  and  incubated 
overnight at 37°C. Next day, single small colonies were picked and  inoculated  in 3 or 10 ml 
LB medium supplied with ampicillin (100mg/ml) and incubated O.N at 37°C. 
SURE  E.coli  cells  were  designed  to  facilitate  cloning  of  DNA  containing  unstable 
































75  cm2 flask  1 mln cells  1,5 ml  20 μg  10 μl 
24 well plate  50 000 cells/well  50 μl  0,65 μg  2 μl 
Chamber slides 
wells/plate 
50 000 cells/well  50 μl  0,65 μg  2 μl 
Chamber slides 
wells/plate 













We  can  separate proteins based on  their mass by electrophoresis  in a polyacrylamide gel 
under denaturing conditions. 10% separating gels were used and a 6% stacking gel (Table 10) 
to  insure  simultaneous  entry  of  the  proteins  into  the  separating  gel.  SDS‐PAGE  was 
performed using 100V  through  the  stacking gel and 150V  through  the  separating gel. The 




















To  transfer  the  proteins  from  the  gel  onto  a  nitrocellulose  membrane,  a  semi‐dry 
electroblotting  method  was  used.  A  ‘transfer  sandwich’  was  assembled:  2  pieces  of 







as  an  indication  of  a  successful  transfer.  Additionally  to  check  loading  accuracy,  the 
membrane was stained with Ponceau S fixative dye solution. 
2.2.3.4 Immunostaining 
For  immunostaining,  the  nitrocellulose membrane was  firstly  blocked  in  freshly  prepared 
PBS‐T containing 5% nonfat dry milk  (blocking buffer)  for 1h at RT with constant agitation. 
The  primary  antibody  was  diluted  to  the  recommended  concentration  (for  dilution  see: 
Table 1)  in blocking buffer and used  for  incubation of  the membrane  for 2 hour  at  room 
temperature  or  overnight  at  4°C with  agitation.  The membrane was  then washed  three 
times  with  PBS‐T,  each  time  for  10 min.  The  donkey  anti‐mouse  peroxidase‐conjugated 
secondary antibody was diluted  in PBS‐T containing 5% nonfat dry milk, and added  to  the 
membrane (Table 2). After incubation at RT for 1h, membrane was washed once for 10 min 
and  then 4  times 5 min with PBS‐T. Finally  the membranes were exposed  to an enhanced 
chemiluminescence reaction (ECL‐system): the membrane was incubated in a 1:1 mix of ECL 





legends. After 24 hours, the cells were harvested  in 500 µl  lysis buffer  (50mM Tris, pH 7.5, 
150mM NaCl, 0.5% NP‐40) and mechanically disrupted with a syringe. The soluble  fraction 
was precleared  for 1h with 30  μl of a 50%  slurry of Protein Sepharose CL‐4B,  followed by 
incubation with antibodies (0,5 µg) against the HA tag (HA.11, Covance) or p53 (FL393, Santa 
Cruz) for two hours. Protein‐antibody complexes were pulled down for 30 min with 10 µl of 









After  24  hours,  the  cells  were  fixed  with  paraformaldehyde  (4%  in  PBS  for  20  min), 
permeabilized  with  Triton  X‐100  (0.2%  in  PBS,  25  min),  and  incubated  with  primary 
antibodies  (Table  1).  Primary mouse  and  rabbit  antibodies were  visualized  by  secondary 










temperature.  Lysates were  centrifuged  at max  speed  for  5 min  and  the  supernatant was 
collected. 20 μl of cell supernatants and 1x PLB were added to 96 well luciferase plate. 100 



















To test  if the E1B‐55 kDa central domain can  induce oligomerization on sits own,  I created 
EGFP and E1B‐55 kDa oligomerization domain  fusion protein  (Fig. 7). First  I PCR amplified 
E1B‐55  kDa  fragment  containing  bases  coding  for  amino  acids  244‐310,  using  primers 
containing enzyme adapters  (Table 4). Then  the PCR product was digested with EcoRI and 





E1B‐fragment.  After  PCR  amplification,  E1B  fragment  coding  amino  acids  245‐310  was 
digested  with  XbaI  enzyme  and  ligated  with  HA  tag  containing,  also  XbaI  digested  and 
dephosphorylated plasmid backbone (pCGN). ElectroMAX™ DH10B™ were transformed with 






















species  in  SDS  polyacrylamide  gels.  H1299  cells  (p53  ‐/‐)  were  transfected  with  doubly 
tagged HA/MYC  E1B‐55  kDa wild  type  protein.  The HMW  species were  detected with  all 
antibodies, either specific to the used tags (N‐terminal HA tag vs. C‐terminal MYC tag) or the 
E1B‐55  kDa  protein  (2A6  –directs  against  an  epitope  lying within  the  first  180  aa  of  the 
protein)‐Fig.  8.  Therefore,  these  HMW  species  are  specific  to  E1B‐55  kDa.  Mass 
spectrometry analysis of precipitated E1B‐55 kDa, indeed detected the protein in the HMW 
complexes. The additional band present in MYC and 2A6 staining is probably a 49kDA E1B‐55 
kDa  isoform. It  is produced as a result of translation  initiation at a downstream AUG codon 
of  the  E1B‐55  kDa  reading  frame  (Kindsmuller  et  al,  2009).  Interestingly,  site  directed 
mutagenesis  pointed  at  a  central  region  of  E1B‐55  kDa  as  being  necessary  for  the HMW 
complex  formation.  Deletion  mutant  245‐296  almost  completely  lost  the  aggregation 
properties. Here,  I  investigated  the  central portion of E1B‐55 kDa,  spanning  residues 245‐
310, and its relevance for proper E1B functioning. 
 
Figure  8.  Formation  of  HMW  complexes  resistant  to  boiling  in  SDS.  Lysates  from  H1299  cells 








well  as  a  few well  conserved  cysteine  residues within  the  central  portion.    It  has  been 
previously  observed  that  proteins  with  high  portion  of  hydrophobic  patches,  especially 
membrane  proteins,  tent  to  aggregate  in  SDS while  boiling  (Sagne  et  al,  1996).  To  test 









construct  (650ng) or HA Del 245‐296  (650ng) were mixed with  6xLeammli buffer with or without 









whether  the  sulphur  bonds  can  also  affect  the  presence  of  HMW  complexes,  additional 
transiently  transfected H1299  cells were  analysed.  Interestingly,  completely  removing  the 
reducing agent (beta‐mercaptoethanol) from the loading buffer yielded highly “smeared” wt 
E1B‐55  kDa  bands which  did  not  depend  on  the  temperature  of  sample  preparation. No 
HMW complexes were detected for the Del 245‐296 (Fig. 9B). It seems that, at least in part, 
the HMW complexes are a reflection of  incompletely reducing conditions. The fact that the 




It  has  been  shown  previously  that  purified  E1B‐55  kDa  can  form  dimers  (Martin &  Berk, 
1998). To test if dimerization can be detected in cells, I cotransfected H1299 cells (p53‐/‐) to 
synthesize differentially tagged E1B‐55 kDa carrying the HA tag or the MYC tag. Cell  lysates 
were  then  subjected  to  immunoprecipitation  with  an  antibody  to  the  HA  tag.  The 
immunoprecipitates were stained to detect HA and MYC tagged proteins. Self‐association of 
wild  type E1B‐55 kDa was detected  through coprecipitated MYC‐E1B‐55 kDa  (Fig. 10A). To 










Figure 10. Self‐association of E1B‐55 kDa, and  failure of deletion mutants  to  so. A)  Lysates  from 
H1299  cells  cotransfected with expression constructs  for differentially  tagged E1B‐55 kDa proteins 
(500ng  HA‐tagged  E1B‐55  kDa  constructs  and  1500ng  MYC‐tagged  wild  type  E1B‐55  kDa)  were 










Next,  I analyzed how deletions  in  the central portion affect  the  intracellular  localization of 
E1B‐55  kDa.  E1B‐55  kDa  can  form  characteristic  cytoplasmic  clusters  (Blair  Zajdel & Blair, 
1988; Zantema et al, 1985). Immunofluorescence analysis of transfected H1299 cells showed 





Figure  11.  Intracellular  localization  of  E1B‐55  kDa  oligomerization  mutants.  A)  Formation  of 
cytoplasmic clusters by E1B‐55 kDa. H1299 cells were transfected with wild type E1B‐55 kDa or the 
indicated E1B‐55 kDa oligomerization mutants  (650ng each). 24h after  transfection,  the cells were 
immunostained with  the monoclonal  antibody  2A6  specific  for  E1B‐55  kDa,  followed  by  a  green‐
fluorescently  labeled  secondary  antibody.  The  locations  of  the  nuclei  were  visualized  by  4'‐6‐
diamidino‐2‐phenylindole (DAPI) staining. The sites of cytoplasmic clusters containing wild type E1B‐
55‐kDa are marked by arrowheads. Bar=20µm. B) Relocalization of E1B‐55 kDa by E4orf6. Expression 
plasmids  for HA‐tagged E1B‐55‐kDa  (150ng) and E4orf6  (450ng) or  ‘empty’ vector constructs were 









Wild  type  E1B‐55  kDa  was  relocalized  to  the  nucleus  by  E4orf6,  as  reported  previously 
(Goodrum et al, 1996). In contrast, all of the E1B‐55 kDa deletion mutants remained mainly 
cytoplasmic  despite  the  presence  of  E4orf6  (Fig.  11B).  This  suggests  that  E1B‐55  kDa 
oligomerization is required for the efficient relocalization of E1B‐55 kDa by E4orf6. 
3.2.2 The central portion of E1B­55 kDa is required for interaction with p53. 
To  test whether  deletions  in  the  E1B‐55  kDa  oligomerization  domain  affect  p53  binding, 
H1299 cells were cotransfected with wild type p53 and either wild type E1B‐kDa or E1B‐55 
kDa  oligomerization mutants.  Immunostaining  revealed  that wild  type  E1B‐55  kDa  could 
efficiently  relocalize  p53  from  the  nucleus  to  the  cytoplasm  (Fig.  12A),  as  observed 
previously (Blair Zajdel & Blair, 1988; Zantema et al, 1985). In contrast, upon co‐expression 
with  E1B‐55  kDa deletion mutants, p53  remained nuclear  (Fig.  12A). Next,  I  assessed  the 
inhibition of p53 activity by mutants of E1B‐55 kDa in a luciferase reporter assay. H1299 cells 
were  co‐transfected  to  express  p53  and  E1B‐55  kDa,  together  with  a  firefly  luciferase 
plasmid  containing  a  p53  inducible  promoter,  along  with  a  plasmid  that  constitutively 
expressed  renilla  luciferase  for  normalization.  As  expected,  wild  type  E1B‐55  kDa  could 














mutants on p53  localization. H1299  cells were  cotransfected expression  constructs  for HA‐tagged 
E1B‐55 kDa (300ng) and wild type p53 (30ng), followed by immunostaining with a mouse monoclonal 
antibody  to  the  HA‐tag  and  a  rabbit  anti‐p53  antibody  (FL393).  Nuclei  were  visualized  by  DAPI 
staining. Bar=20µm. B) Impact of E1B‐55 kDa mutants on p53 activity. Expression plasmids for p53 




divided by  renilla  luciferase activities and  then normalized  to  the wild  type p53 activity alone. The 
experiments were  performed  in  triplicates, mean  and  standard  deviations  are  indicated.  P  value 
*<0,01. C) Ability of E1B‐55 kDa mutants to mediate p53 degradation. H1299 cells were transfected 
with plasmids to express p53 (50ng), E1B‐55 kDa (100ng) and E4orf6 (450ng), or  ‘empty’ vectors as 
indicated. Twenty  four hours  later  the cells were harvested,  followed by  immunoblot analysis with 




3.2.3  A  carboxyterminal  truncation mutant  of  E1B­55  kDa  but  not  the  central 
domain deletion mutants can be relocalized to cytoplasmic clusters by wild type 
E1B­55 kDa. 
A  carboxyterminal portion of  E1B‐55  kDa has been  found necessary  for  its  localization  to 









































the  oligomerization  domain.  Cellular  localization  of  E1B‐55  kDa  substitution mutants was 
analysed  by  H1299  cells  transfection  and  then  immunofluorescence  analysis.  All  created 
mutants localized to cytoplasmic clusters similarly to wt E1B‐55 kDa (Fig. 14A). Next, I tested 
their potency to  inhibit p53  in a  luciferase reporter assay. I co‐transfected H1299 cells with 
different  E1B‐55  kDa  constructs,  p53  and  luciferase  constructs,  as  described  earlier. 
Surprisingly,  one  of  the  single  substitution  mutants,  Y286A,  was  not  able  to  block  p53 
activity, while all the other mutants did (Fig. 14B). Tyrosine belongs to the group of aromatic 
amino acids. Although Y286A was only partially defective mutant, I decided to look at other 
aromatic  residues  within  the  oligomerization  region  and  their  contribution  to 
oligomerization. Interestingly, phenylalanine residues within the 245‐310 amino acid region 
are  highly  conserved  across  the  human  adenovirus  E1B  proteins  (Fig.  10B).  Interestingly, 





Figure  14.  Characteristics  of  the  substitution mutants.  A)  Localization  of  HA‐tagged  E1B‐55  kDa 
substitution mutants. H1299 cells were cotransfected with a panel of HA‐tagged E1B‐55 kDa mutants 





Three  phenylalanine  residues  within  the  conserved  region  245‐310  of  E1B‐55  kDa  were 
mutated to alanines. Localization of the phenylalanine mutants was analyzed by H1299 cells 






Figure  15.  Intracellular  localization  of  phenylalanine  substitution  mutants.  A)  Formation  of 
cytoplasmic  clusters  by  indicated  E1B‐55  kDa mutants was  assessed  as  in  Fig.  11A.  Bar=20µm.  A 
lower magnification of  the  samples  from Fig. 15A  is  shown, as  seen by non‐confocal  fluorescence 






the  cytoplasm, with  no  visible  clusters.  The mean  and  standard  deviation  are  indicated  for  each 
sample.  Student’s  T‐test was  performed  to  calculate  the  significance  levels  by  that  the  indicated 
values are distinct. * p<0,002. 
Next to F285, E1B‐55 kDa contains the aromatic residue, Y286, whose substitution to alanine 




















55  kDa  constructs  carrying  the HA  or  the MYC  tags.  Cell  lysates were  then  subjected  to 
immunoprecipitation with an antibody to the HA tag. The immunoprecipitates were stained 









20µm.  Note  that  all  cells  that  showed  fluorescence  in  clusters  are  summarized  here,  even  if  an 


























therefore hypothesized  that E1B R240A, despite  its  inability  to bind p53 on  its own, might 
restore  the  p53  association  of  E1B  Stop396.  Immunofluorescence  analysis  of  H1299 
transfected cells, showed that the E1B R240A mutant can  indeed form cytoplasmic clusters 
and  relocalize E1B Stop396  to a  similar extent as wild  type E1B‐55 kDa  (Fig. 19, A and B). 
While neither  E1B  Stop396 nor  E1B R240A  alone were  capable of  relocalizing p53  to  the 
cytoplasm, their coexpression allowed the detection of p53 in cytoplasmic clusters (Fig. 19, C 






























indicated. The  cells were  stained with  anti‐HA antibody, as well as DAPI. B) Expression pattern of 
EGFP‐fragE1B. Lysates from H1299 cells transfected with the EGFP‐fragE1B (650ng) or HA E1B‐55 kDa 








20A). Moreover, wt E1B‐55 kDa was  found  to colocalize with  the EGFP‐fragE1B  (Fig. 20A). 
However, EGFP alone was also relocalized by wt E1B‐55 kDa  into  the cytoplasmic speckles 
(Fig. 20A),  albeit  less efficiently.  This  suggests  the presence of  another  site of  interaction 
between E1B‐55 kDa and EGFP, independently of the presence of the E1B‐55 kDa fragment. 
The  fact  that  the  oligomerization  deficient  Del  281‐288  mutant  can  be  relocalized  to 
cytoplasmic  speckles  by  the  EGFP‐fragE1B  further  supports  this  view. Next,  I  investigated 
banding pattern of expressed EGFP‐fragE1B by western blotting. EGFP alone was detected as 
a  single band  (Fig. 20B).  Interestingly, EGFP‐fragE1B  formed HMW  complexes,  similarly  to 
the wt  E1B‐55  kDa  (Fig.  20B).  These were not  increased by  co‐expression with  the wt or 
mutant E1B‐55 kDa (Fig. 20B).  
These  results suggest  that  the EGFP  fusion partner contributes  to protein aggregation and 
therefore is unsuitable to study E1B‐55 kDa oligomerization domain properties. 
3.5.2  The  245­310  region  of  E1B­55  kDa  is  sufficient  to  form  oligomers when 
synthesized as a protein fragment. 
The  EGFP‐fragE1B  fusion  protein  studies  raised  the  question  whether  the  E1B‐55  kDa 

























et  al,  1992;  Hu  et  al,  1990),  yielding  a  functional  p53  protein  (Roth  et  al,  2000).  To 
investigate, whether  the  fusion of  a different oligomerization domain  to E1B Del 245‐296 
could restore its proper localization and functions, I created E1B‐55 kDa fusion proteins. CC 
domain was cloned to the N‐terminus or within the central region of the E1B‐55 kDa protein. 














truncated, oligomerization deficient mutant of p53  carrying a  stop  codon at position 332. 
Moreover, specific point mutations within the tetramerization domain of p53 were analyzed. 
H1299  cells  were  co‐transfected  to  synthesize  wild  type  E1B‐55  kDa  and  p53  mutants, 
followed  by  immunofluorescence  analysis.  As  expected,  wild  type  p53  was  efficiently 
relocalized  by  E1B‐55  kDa  from  the  nucleus  to  the  cytoplasmic  clusters  (Fig.  23A).  In 
contrast,  p53  with  mutations  at  the  residues  22/23  remained  nuclear  (Fig.  23A),  in 
agreement with its defective interaction with E1B‐55 kDa (Lin et al, 1994). Interestingly, p53 
Stop332 and  the monomeric p53 mutant KEEK   also  remained mostly nuclear, and only a 
small portion could be detected within the cytoplasmic clusters of E1B‐55 kDa (Fig. 23A), as 
confirmed  by  quantification  of  the  cells  that  contained  cytoplasmic  p53  (Fig.  23B).  In 
contrast, a p53 mutant that forms dimers but not tetramers, p53 LLL, was almost completely 
relocalized  to  the  cytoplasmic  clusters  by  E1B‐55  kDa  (Fig.  23,  A  and  B).  I  also  used  a 
dominant inhibitor of p53 oligomerization termed p53DD, a polypeptide that largely consists 






were cotransfected with plasmid encoding HA‐tagged wild  type E1B‐55 kDa  (400ng) and wild  type 
p53 (50ng), p53 Stop332 (50ng), p53 L22G T23S (50ng), and the oligomerization competitor p53DD or 
its  inactive mutant p53DDdeltaS  (200ng) as  indicated. After twenty four hours, the cells were fixed 
and stained with rabbit HA Y‐11 antibody specific for E1B‐55 kDa, and the mouse monoclonal anti‐
p53 antibody (DO1). The rabbit FL393 antibody was used to visualize p53 L22G T23S mutant, since it 























mutantof p53. Cell  lysates were  subjected  to precipitations with an antibody against p53, 
followed by  immunoblot and  staining of p53 and E1B‐55 kDa. Analysis of  the  soluble and 
insoluble  input  fractions  showed  that mutant E1B‐55 kDa was more  soluble  than  the wild 
type protein, apparently reflecting a reduced solubility of the cytoplasmic cluster formed by 









p53.  2%  of  the  soluble  input,  15%  of  insoluble  input,  and  20%  of  the  immunoprecipitate  were 
analyzed by immunoblotting with anti‐HA and DO1 (anti‐p53) antibodies (the later antibody directly 
coupled  to horse  reddish peroxidase) Beta‐actin  staining  served as  loading  control. P53 and beta‐
actin  staining  were  performed  consecutively  on  the  same  blot.  Therefore  p53  Stop332  can  be 
observed  in  the beta‐actin panel  indicated by an asterisk. Note  the different solubility of wild  type 
E1B‐55  kDa  and wild  type p53 when  they were  coexpressed,  in  comparison with  the  E1B‐55  kDa 
mutants. B) Detection of p53/E1B‐55  kDa  interaction by  changed p53  solubility. H1299  cells were 
transfected with 50ng of a p53 expression constructs and 500ng of E1B‐55 kDa expression plasmid as 






separate means  to  look at  the  interaction of different p53 mutanst with E1B‐55 kDa. Wild 
type p53 as well as dimeric p53 LLL were rendered less soluble upon addition of E1B‐55 kDa 
(Fig.  25B). Monomeric  p53 mutants  (KEEK  and  Stop310),  and  control  p53  22/23,  stay  in 







p53  oligomerization mutants  to  be  degradated  upon  coexpression  with  E1B‐55  kDa  and  E4orf6. 
H1299 cells were  transfected with plasmids  to express p53  (50ng), E1B‐55 kDa  (150ng) and E4orf6 
(450ng), or ‘empty’ vectors as indicated. Twenty four hours later the cells were harvested, followed 
by  immunoblot analysis with  the  indicated antibodies. EGFP and beta‐actin  served as  transfection 
and loading controls, respectively. 
 
avidity,  i.e. complex stabilization though multiple  interactions, as known for the  interaction 















The  large E1B proteins of adenoviruses are prototype p53 antagonists;  in  fact, p53 and  its 
importance  in  cancer were  first  discovered  through  its  interaction with DNA  tumor  virus 
proteins  (Berk, 2005; Levine, 2009). Adenovirus belongs  to  the  family of  small DNA  tumor 
viruses, which need host cells  to enter  the S‐phase of  the cell cycle  to complete  their  life 
cycle. For  their  replication  they need  the host  replication machinery: synthesis precursors, 
DNA polymerase, deoxynucleotides etc. To accomplish  this  they developed proteins which 
bind the pRB protein and release E2F to accumulate and  induce cells to enter the S‐phase 
(Levine, 2008). Adenovirus uses  its  first early gene, E1A  for this  interaction. However, host 
cells have developed many mechanisms to sense virus entry as well changes in the balance 
of the cell cycle. At the centre of the defence mechanism, lays p53. It accumulates as a result 
of  increased  free  levels  of  E2F,  or  other  stress  signals.  Viral  genome  and  its  replication 
intermediates  are  sensed  as DNA  damage.  P53  integrates  all  these  signals  and  after  it  is 
induced, it activates expression of target genes, like p21, which can induce G1 or G2 arrest, 
cell  senesce  or  even  apoptosis  (as  described  in  introduction).  Thus  the  control  of  p53  is 




and  replication.  It  not  only  binds  p53  and  blocks  it  transcription  domain,  but  also  it 
relocalizes p53  from  the nucleus  to  the  cytoplasm  and  together with  E4orf6  induces p53 
ubiquitination and subsequent degradation (Berk, 2005; Levine, 2009).  












interaction observed between single Fab  fragments and antigens, as  long as  the antigen  is 
presented  in  aggregates with multiple  epitopes  of  the  same  kind.  This  phenomenon  has 
since  then been designated by  the  term “avidity”,  to distinguish  the combined  stability of 
such multiple  interactions  from  the affinity of a single bond  (Dissanayake et al, 1977). My 
results strongly suggest that the interaction between E1B‐55 kDa and p53 requires a similar 
avidity  phenomenon.  Here  again,  the  self  association  of  both  partners  is  required  for 
efficient interaction with each other.  
p53 requires the ability to dimerize but does not need to form tetramers for its association 
with E1B‐55 kDa. A  simple avidity model would predict  that  tetramerization of p53 would 
further  increase  its association with E1B‐55 kDa when compared  to p53 dimers. The most 






that  E1B‐55  kDa  complexes  could  provide  at  least  four  p53  binding  sites  at  a  time.  Both 
studies were using  in vitro assays, whereas my experiments  support  the view  that E1B‐55 
kDa also self‐associates in mammalian cells. However, it should be taken into account that a 
four‐fold  interaction between p53 and E1B‐55 kDa would require considerable flexibility of 
both  tetramers.  In  the  case of  immunoglobulin M,  this  flexibility  is brought  about by  the 
adoption of a “polyp”‐like shape that allows the simultaneous binding of several paratopes 
to  aggregated  epitopes  (Davis  &  Shulman,  1989).  p53  and/or  E1B‐55  kDa  cannot 
automatically  be  expected  to  provide  the  same  degree  of  structural  flexibility,  possibly 
allowing  only  two  p53  molecules  within  one  tetramer  to  interact  with  an  E1B‐55  kDa 









self‐associate  coincided  with  the  accumulation  in  cytoplasmic  clusters.  Mutants  with  a 
deletion in the carboxyterminal region of E1B‐55 kDa also failed to form such clusters but did 
associate with wild type E1B‐ 55kDa in these structures. This argues that self‐association is a 
prerequisite  for  the  accumulation  of  E1B‐55  kDa  in  this  interesting  intracellular  location, 
while the highly phosphorylated carboxy terminus probably serves as an interaction site for 
agressome  forming  proteins.  Some  reports  have  provided  evidence  that  E1B‐55  kDa 
accumulates  in a  structure  termed  “aggresomes”,  characterized by high  concentrations of 





such  a  scenario, high molecular weight  aggregates  that  contain  E1B‐55  kDa  (and possibly 
additional  components)  have  been  observed  in  a  previous  study  (Grand  et  al,  1995b). 





























396 F264A F285A F307A  
FY285
AA  R240A 
Formation of 
cytoplasmic clusters  +++  -  -  -  -  -  ++  +  -  -  ++  
P53 inactivation  +++  -  -  -  -  -  +++  -  -  -  -  
P53 degradation  +++  -  -  -  -  -  +++  +++  +  +  -  
E4orf6 relocalization  +++  -  -  -  -  N/A  +++  ++ -  ++  +++  
Coimmunoprecipitati
on with E1B-55 kDa 
wt  
+++  +  +  +  +  +  N/A  N/A  +  +  N/A  
Colocalization with 
E1B-55 kDa wt  +++  -  -  +/-  +  +++  +++  +++  +  +  +++  
This  raises  the  question  whether  this  region  is  also  sufficient  to  form  oligomers  when 
synthesized as a protein fragment. Indeed the E1B‐55 kDa residues 245‐310 fused to either 
EGFP  or  HA  peptide  produced  cytoplasmic  clusters.    However,  the  response  of  such 




Unfortunately, we  do  not  know much  about  the  E1B‐55  kDa  folding.  It  is  interesting  to 
speculate on possible  E1B‐55  kDa  structure. A  typical oligomerization domain  from GCN4 
gene or p53, consists of hydrophobic heptat repeats which form a coiled‐coil (CC) domain. A 
monomer  forms  a  beta‐strand  linked  to  an  alfa‐helix  by  a  single  glycine.  The  V  shaped 
monomers  interact  through  their  beta‐strand  forming  an  anti‐parallel  double‐stranded 
sheet. The tetramerization is triggered though interaction of the helixes (Fig. 3).  




















  E –beta-strand;    H-alfa-helix  
suggesting different oligomerization mechanism compared to p53. Moreover, the CC domain 
is usually found on the amino—terminal or carboxy–terminal parts of the proteins. In case of 







necessary  for  stabilization  of  the  oligomers.  E1B‐55  kDa  oligomerization  domain  contains 
many  well  conserved  hydrophobic  residues.  It  is  especially  rich  in  the  phenylalanine 






hard  for  ‘in  vitro’ modelling,  as  it  is  a  viral  protein with  a  very  low  homology  to  cellular 
genes,  therefore not  suitable  for homology‐based  tertiary  structure predictions.  ‘De novo’ 
platform  simulations,  without  the  homology  constrains,  also  did  not  provide  reliable 
predictions (Selvita Protein Modelling Platform 2.0).  
A possible clue  to E1B‐55 kDa  structure comes  from  the  studies of Horridge and Leppard. 
They showed that the central domain of E1B‐55 kDa bears homology to RNP binding proteins 
(Horridge &  Leppard, 1998).  Interestingly,  the  same  conserved  residues are  important  for 
both  E1B‐55  kDa  oligomerization  and  for  RNP  protein  functions.  RNP  structures  are well 
characterized. Most  important for the  interaction are two beta‐strands which form an anti‐







seem  to depend on  the presence of either RNA or DNA  (Morawska Master Thesis, 2007). 
However, not direct biochemical studies were performed.  
To  investigate  any  protein  structure  there  is  a  need  for  high  amount  of  pure  protein. 


















region of E1B‐55  kDa  that binds E4orf6 might overlap with  the  region  forming oligomers. 
Without being able to decide between these two possibilities, we favour the idea that E1B‐
55  kDa oligomers  associate with  E4orf6 more efficiently  than monomers; even  a discrete 
point mutation at residue 307 fails to form cytoplasmic clusters and to associate with E4orf6 




al, 2008). The E4orf6 protein,  rather  than E1B‐55 kDa,  is  the principal binding partner  for 
cullin 5 and the ubiquitin ligase complex (Harada et al, 2002; Querido et al, 2001a), making it 
an even more  intriguing question whether and how E4orf6  forms higher‐order  complexes 
with itself or in association with E1B‐55 kDa. 
Another viral E1B‐55 kDa association partner is E4orf3 (Konig et al, 1999; Leppard & Everett, 






the  associated  DNA  ligase  IV  are  subject  to  degradation  by  E1B‐55  kDa  and  E4orf6. 
Interestingly, the MRN complex can form higher oligomers to achieve the association of DNA 
ends  (de  Jager et al, 2001).  It  is  therefore  conceivable  that  the association with  the MRN 
complex  is also based on E1B‐55 kDa self‐association and  the  resulting  increase  in avidity. 
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In  the  case of viral proteins,  it  is noteworthy  that  the SV40  large T antigen, a known p53 
binding oncoprotein,  forms hexamers.  It would be  tempting  to  speculate  that,  again,  this 






either with  itself  or with  its  paralogue MdmX/Mdm4  (Singh  et  al,  2007). Moreover,  the 
oligomerization of p53 is required for its degradation through Mdm2 (Kubbutat et al, 1998; 















Figure  First Value  Second Value  P value 
3B  Del245‐296/wt  Stop396/wt  0,000241897 
3B  Del281‐288/wt  Stop396/wt  0,000315023 
3B  Del281‐288/wt  Stop396/wt  0,000158614 
3B  Del296‐310/wt  Stop396/wt  0,014277023 
4B  Wt  Del245‐296  0,00660396 
4B  Wt  Del281‐288  0,000343019 
4B  Wt  Del250‐255  0,000266309 
4B  Wt  Del296‐310  0,005671853 
4B  Wt  R240A  0,005428277 
4B  Wt  Stop396  0,004009248 
5D  Wt  F264A  0,219245776 
5D  Wt  F285A  0,052123465 
5D  Wt  F307A  0,004138994 
5D  Wt  FY285AA  0,001197456 
6B  Wt/wt  F264A  0,096203193 
6B  Wt/wt  F285A  0,028171378 
6B  Wt/wt  F307A  0,001320027 
6B  Wt/wt  FY285AA  0,036303128 
7B  Wt  22/23  3,79904E‐05 
7B  Wt  LLL  0,385012819 
7B  Wt  KEEK  4,0238E‐05 
7B  Wt  Stop332  9,4791E‐06 
7B  Wt  p53DD  3,39592E‐06 
7B  Wt  p53DDdeltaS  0,001758674 
8B  Stop396  Stop396/R240A  0,000403211 
8B  Stop396  Stop396/wt  0,000132611 
8D  p53  Stop396/R240A  0,014731918 
8D  Stop396  Stop396/R240A  0,023910472 
8D  R240A  Stop396/R240A  0,014059254 
S2B  Wt, c1  F285A, c1  0,001143271 
S2B  Wt, c3  F285A, c3  0,000394321 
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